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A comparison of field and laboratory methods in assessment of hop resistance
to powdery mildew (Podosphaera macularis)

Przedmiotem badan byty dwa potomstwa chmielu zwyczajnego uzyskane w wyniku skrzyzowania
odmiany chmielu Wye Target, bedacej zrodlem genu R2 warunkujacego odpornos¢ na maczniaka
prawdziwego (Podosphaera macularis), z dwoma osobnikami meskimi charakteryzujacymi sig¢
podatnoscia na t¢ chorobg. Wrazliwos¢ genotypoéw chmielu na maczniaka prawdziwego okreslano przy
uzyciu dwoch metod: oceny wystgpowania objawow choroby na szyszkach w warunkach naturalnej
presji infekcyjnej oraz na podstawie stopnia porazenia liSci po sztucznej inokulacji na szalkach w
warunkach kontrolowanych. Oba testy odpornosci daly zgodny wynik w 88% przypadkow.
Zastosowanie testu szalkowego w pierwszym etapie selekcji pozwala na zmniejszenie liczby roslin
ocenianych w warunkach polowych o ponad 70%. Ocena fenotypowa odpornosci na maczniaka
prawdziwego jest w duzym stopniu uzalezniona od wptywu $rodowiska, co czyni ja dlugotrwata,
pracochtonng i nie zawsze wiarygodna. Alternatywa dla tego typu oceny moze by¢ wykorzystanie
markeréw molekularnych identyfikujacych okreslone geny odpornosci. W ramach prowadzonych
badan wykorzystano markery molekularne losowej amplifikacji polimorficznych fragmentow DNA
(RAPD) do identyfikacji pojedynkdéw posiadajacych gen odpornosci na maczniaka prawdziwego.
Przetestowano 40 starteréw, z ktorych wytypowano 2 wykazujace asocjacj¢ z cecha odpornosci.

Stowa kluczowe: Humulus lupulus, odporno§¢ polowa, Podosphaera macularis, RAPD, sztuczna
inokulacja

Two hop progenies from the crosses between hop cv. Wye Target, used as a source of R2 gene
determining resistance to hop powdery mildew (Podosphaera macularis), and two susceptible male
plants were the objects of the work. The susceptibility of hop genotypes to powdery mildew was
assessed using two methods: screening hop cones for disease symptoms in the field under natural
infection pressure and artificial inoculation of detached hop leaves in Petri dishes, in controlled
conditions. Both assessment methods gave the same results of resistance classification in 88% of
individuals. The number of plants to be assessed in the field for cone infection would have been reduced
by over 70% using the detached leaves inoculation in the early stage of selection. Random amplified
polymorphic DNA (RAPD) markers were used to determine the presence of resistance gene. Until now
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40 primers were tested. We report here the identification of two RAPD markers closely linked to a gene
for resistance to Podosphera macularis.

Key words: Humulus lupulus, field resistance, Podosphaera macularis, RAPD, artificial inoculation
WSTEP

Maczniak prawdziwy chmielu powodowany przez grzyb Podosphaera macularis
(Wallr.) jest jedna z najgrozniejszych chordb tej rosliny. W sprzyjajacych warunkach, przy
niekontrolowanym rozwoju patogena, straty plonu mogg dochodzi¢ nawet do 100%
(Engelhard, 2005; Peetz, 2007). Odpornos¢ na maczniaka prawdziwego warunkuja
pojedyncze, dominujgce geny, specyficzne w stosunku do rasy patogena (Liyanage i in.,
1972). Dotychczas poznano osiem takich gendw (RB, RI, R2, R3, R4, R5, R6 i RW)
(Seigneri in., 2001). Badania wykazaty, ze w r6znych rejonach uprawy chmielu wystepuja
rasy P. macularis majace zdolno$¢ przetamywania odpornosci determinowanej przez
wszystkie te geny w warunkach szklarniowych (Seigner i in., 2001). W warunkach
polowych zostala przetamana odporno$¢ determinowana przez geny R/, R3, R5, R6 1 RB
(Darby, 1998). Najbardziej trwata w warunkach polowych jest odporno$¢ warunkowana
przez gen R2, ktérego zréodlem jest angielska odmiana Wye Target. Odmiana ta jest
uprawiana w Wielkiej Brytanii od 35 lat i nadal utrzymuje wysoki poziom odpornosci na
maczniaka prawdziwego (Darby i in., 1989; Seigner i in., 2001). W Polsce odmiana Wye
Target nigdy nie byta uprawiana na plantacjach produkcyjnych, ale jest ona utrzymywana
w kolekcji odmian chmielu w IUNG-PIB w Putawach. Badania wystgpowania objawow
maczniaka prawdziwego chmielu prowadzone w warunkach naturalnej presji infekcyjne;j
potwierdzily wysoki poziom odporno$ci tej odmiany réwniez w naszym kraju (Skomra,
2004). Obecnie odmiana Wye Target jest wykorzystywana jako zrodto odpornosci na
maczniaka prawdziwego w programie hodowlanym w IUNG-PIB.

Podstawa hodowli odpornosciowej jest selekcja perspektywicznych genotypdéw przy
duzym nasileniu czynnika chorobotwoérczego. W warunkach polowych fenotypowa
ekspresja odpornosci jest czgsto modyfikowana przez wystgpowanie patogena oraz
warunki srodowiska. Polowa ocena odpornosci roslin na maczniaka prawdziwego musi by¢
wigc prowadzona przynajmniej przez kilka lat, aby selekcja byta skuteczna. Wprowadzenie
do oceny materialow hodowlanych chmielu metod pozwalajacych na okreslenie
odpornosci roslin w kontrolowanych warunkach §rodowiska znacznie przyspiesza proces
selekcji, ponadto pozwala na zmniejszenie liczby genotypdw przeznaczonych do oceny w
warunkach polowych, co w przypadku chmielu jest niezwykle istotne z uwagi na duze
koszty utrzymania plantacji.

Celem pracy bylo poréwnanie skuteczno$ci r6znych metod oceny odpornosci chmielu
na maczniaka prawdziwego w aspekcie ich wykorzystania w pracach hodowlanych do
selekcji  genotypow odpornych. Wrazliwos¢ genotypow chmielu na maczniaka
prawdziwego okreslano przy uzyciu dwoch metod: oceny wystepowania objawdw choroby
na szyszkach w warunkach naturalnej presji infekcyjnej oraz na podstawie stopnia
porazenia liSci po sztucznej inokulacji na szalkach w warunkach kontrolowanych.
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Dodatkowo podjeto probg wykorzystania markerow molekularnych RAPD do identyfikacji
pojedynkow posiadajgcych gen odpornosci na maczniaka prawdziwego.

MATERIAL I METODY

Badania polowe

Materiat badawczy stanowity dwa potomstwa chmielu zwyczajnego (Humulus lupulus
L.) uzyskane w wyniku skrzyzowania odmiany chmielu Wye Target, bedacej zrodtem genu
R2 warunkujacego odporno$¢ na maczniaka prawdziwego, z dwoma osobnikami meskimi
charakteryzujacymi si¢ podatno$cig na t¢ chorobe. Krzyzowania wykonano w 2004 r.
Wiosng 2006 r. rosliny wysadzono na plantacj¢ hodowlana, na ktorej nie sg prowadzone
chemiczne zabiegi ochrony roslin. Odporno$¢ pojedynkéw na maczniaka prawdziwego
oceniano na podstawie wystgpowania objawdéw choroby na szyszkach w warunkach
naturalnej presji infekcyjnej. Badania prowadzono w latach 2007-2008, po rozpoczeciu
przez rosliny owocowania. Z kazdej rosliny pobierano losowo 250 szyszek i oceniano
stopien ich porazenia na podstawie wielkosci powierzchni uszkodzonej przez chorobeg
(Skomra, 2004). Za ro$liny odporne uznawano takie, ktorych wspolczynnik porazenia
szyszek nie przekraczat 2%.

Sztuczna inokulacja liSci na szalkach

Wykonano badania odpornosci przy uzyciu sztucznej inokulacji lici na szalkach
Petriego. Z kazdej rosliny zbierano mtode, nie w pelni rozwinigte liscie, ktore nastepnie
rozktadano po dwie sztuki na szalkach wylozonych wilgotna bibutg filtracyjng. Dla kazde;j
rosliny przygotowano 3 szalki. Taki sam komplet szalek przygotowano dla odmian
referencyjnych: Magnum — bardzo wrazliwej na mgczniaka prawdziwego i Wye Target
— odpornej na te chorobeg. Liscie inokulowano zawiesing zarodnikoéw konidialnych P.
macularis w 0,005% roztworze Tween 20. Inokulum sporzadzono przez zmycie
zarodnikow konidialnych grzyba z powierzchni silnie porazonych lisci odmiany Magnum.
Koncentracj¢ zarodnikow w zawiesinie sprawdzono przy uzyciu hemacytometru.
Inokulacje przeprowadzono natychmiast po sporzadzeniu zawiesiny zarodnikow przy
uzyciu recznego opryskiwacza. Szalki umieszczono w fitotronie w temperaturze 18-21°C
przy 14. godzinnym fotoperiodzie. Codziennie monitorowano stan li§ci na szalkach. W
razie potrzeby bibule zwilzano woda destylowana. Po 14 dniach od inokulacji
przeprowadzono obserwacje wystepowania kolonii P. macularis pod binokularem.
Przeprowadzono dwie serie inokulacji z uzyciem tych samych genotypéw chmielu oraz
przy zachowaniu takich samych warunkéw inkubacji.

Technika RAPD

Materiat badawczy stanowily: odmiana Wye Target (posiadajaca gen R2) oraz
pojedynki ocenione jako odporne oraz podatne na maczniaka prawdziwego na podstawie
sztucznej inokulacji w warunkach kontrolowanych, pochodzace z potomstwa odmiany
Wye Target z dwoma osobnikami meskimi charakteryzujacymi sie podatnoscia na te
chorobe.
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Izolacja calkowitych kwaséw nukleinowych

W celu izolacji DNA z tkanek badanych pojedynkow, 100 mg §wiezej tkanki roslinnej
homogenizowano w mozdzierzu z dodatkiem 650 pl buforu o sktadzie: 2% CTAB, 0,1M
Tris-HCL pH 8,0, 20mM EDTA, 1,4M NaCl, 0,4% p-merkaptoetanol. Homogenat
przenoszono do probowki 1,5ml i inkubowano w 68°C przez 90 minut. Po wystudzeniu do
temperatury otoczenia dodawano 850ul mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy
(24:1), wytrzasano, a nastgpnie wirowano przy 14 000 obr./min. przez 10 minut w
temperaturze 4°C. Uzyskang po wirowaniu fazg¢ wodng w ilo$ci 400ul przenoszono do
nowej proboéwki, dodawano 500 pl chloroformu, wytrzasano i wirowano w tych samych
warunkach. Faz¢ wodng ponownie przenoszono do nowej probowki i ekstrahowano
chloroformem. Nastg¢pnie z fazy wodnej wytracano DNA przez 12 godzin w temperaturze
-20°C poprzez dodanie 0,6 objetosci izopropanolu oraz 0,1 objetosci 3M octanu sodu pH
7,4. Po wirowaniu z predkoscig 14000 obr./min. przez 30 minut, osad przemywano
dwukrotnie 80% etanolem, a nast¢pnie suszono prozniowo i zawieszano w 30 pl sterylne;j
wody Mili-Q. Oznaczanie ilosciowe DNA prowadzono metoda spektrofotometryczng.

RAPD

Do reakcji PCR uzyto nast¢pujacych starterow: OPA-1, OPA-3, OPA-7, OPA-11, OPA-
17, OPB-8, OPB-11, OPC-8, OPC-9, OPD-1, OPD-11, OPE-2, OPE-3, OPE-7, OPE-8,
OPE-9, OPF-6, OPG-2, OPG-4, OPG-5, OPG-10, OPH-7, OPI-14, OPK-20, OPM-5,
OPM-20, OPN-13, OPO-4, OPO-8, OPP-2, OPP-3, OPP-4, OPP-6, OPP-7, OPP-8, OPV-
17, OPAA-11, OPAB-7, OPAB-8, OPAC-2.

Reakcj¢ PCR prowadzono w koncowej objetosci 20 ul mieszaniny reakcyjnej. Do 1 ul
DNA (100 ng) uzyskanego po izolacji dodawano mastermix zawierajacy: 1 x bufor PCR
(Fermentas), 0,5 uM startera, 500 pM mieszaniny dNTPs (Fermentas), 2,5 mM MgCl,
(Fermentas). Jako ostatnig dodawano polimeraze Taq w ilosci 2,5U (Fermentas).

Amplifikacja obejmowata etapy:

— denaturacja wstgpna: 95°C przez 2 minut,

— wlasciwa amplifikacja (42 cykle): denaturacja 95°C przez 30 sekund, annealing 35°C
przez 30 sekund, elongacja 72°C przez 30 sekund,

— koncowa elongacja: 72°C przez 5 minut.

Elektroforeza produktow amplifikacji

Produkty amplifikacji analizowano w 1,7% zelu agarozowym w obecnosci bromku
etydyny. Na zel nanoszono po 10pl mieszaniny po amplifikacji z dodatkiem 2 pl barwnika
obcigzajacego 6 x Loading Dye (Fermentas). Jako marker wielko$ci wykorzystano marker
100bp (Fermentas). Elektroforeze prowadzono w buforze 1x TBE przy napigciu 5V/cm.
Wynik elektroforezy ogladano pod UV i fotografowano.

WYNIKI I DYSKUSJA

Rozwdj maczniaka prawdziwego chmielu jest uzalezniony od warunkow pogodowych,
dlatego wystepowanie i nasilenie objawow choroby rozni si¢ w poszczegdlnych latach
(Engelhard i in., 2001; Skomra, 2008). W warunkach naturalnych rozwoj objawow choroby
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oraz jej nasilenie s3 modyfikowane przez wiele czynnikoéw, z ktorych najwazniejsze to:
obecno$¢ patogena, sprzyjajagce warunki atmosferyczne oraz podatnos¢ rosliny na
porazenie. Dynamika poszczegolnych czynnikow wplywajacych na rozwdj infekcji w
ciggu sezonu wegetacyjnego jest bardzo duza, totez czesto nawet w przypadku roslin
wrazliwych objawy choroby nie wystepuja. W celu wyeliminowania tej sezonowej
zmiennos$ci ocene odpornosci poszczegdlnych genotypdéw na maczniaka prawdziwego w
warunkach polowych nalezy prowadzi¢ przez kilka lat. Zrdznicowanie wystgpowania
objawow maczniaka prawdziwego w warunkach polowych obserwowano rowniez w
niniejszych badaniach. Za odporne uznawano jedynie te rosliny, ktérych wspolczynnik
porazenia w zadnym roku badan nie przekroczyt 2%, a wérod badanych szyszek nie
stwierdzano silnie porazonych. Po dwuletniej obserwacji wystgpowania objawow
maczniaka prawdziwego na szyszkach w warunkach naturalnej presji infekcyjnej
zidentyfikowano 12 roslin odpornych na te chorobg (tab. 1).

Zastosowanie sztucznej inokulacji li§ci na szalkach Petriego, a nastgpnie ich inkubacja
w kontrolowanych, korzystnych dla rozwoju patogena warunkach temperatury i
wilgotnosci eliminuje wptyw czynnikéw atmosferycznych na rozwoj patogena. Jest to
stosunkowo prosta metoda, ktéora moze by¢ stosowana w ciaggu catego okresu
wegetacyjnego. Dodatkowa jej zaleta jest mozliwos¢ oceny mtodych roslin, ktore nie
weszly jeszcze w okres owocowania. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku badan nad
chmielem, ktory zaczyna wytwarzac szyszki zazwyczaj dopiero w drugim roku wzrostu
roslin w warunkach polowych, tj. po trzech latach od wykonania krzyzowania. Metoda ta
przynosi bardzo dobre efekty w przypadku wielu gatunkéw roslin i patogenow (Olmstead
i in. 2000; Browne, Cooke, 2004). Byla ona réwniez stosowana w badaniach nad
maczniakiem prawdziwym chmielu (Seigner i in., 2001; Seigner i in., 2005). P. macularis
moze rozwija¢ si¢ w szerokim zakresie temperatury, jednak najwiecej kolonii tworzy w
temperaturze 18-21°C (Turechek i in., 2001). Takie optymalne warunki temperatury
zastosowano podczas inkubacji szalek z inokulowanymi lis§¢émi chmielu. Do inokulacji
pobierano zawsze liScie najmtodsze, jeszcze nie w peini rozwinigte, poniewaz sg one
najbardziej wrazliwe na porazenie (Seigner i in., 2003; Turechek i in., 2001). Pierwsze
kolonie P. macularis obserwowano po 6 dniach od inokulacji, ale ostateczng oceng
przeprowadzono po 14 dniach. Nasilenie objawow byto zrdéznicowane od pojedynczych,
matych kolonii widocznych tylko pod binokularem, do kilku, dobrze rozwinietych kolonii
na jednym lisciu. Pojedynki, u ktorych przynajmniej na jednym lisciu stwierdzono koloni¢
grzyba z zarodnikami konidialnymi uznawano za wrazliwe na porazenie. Objawy
maczniaka prawdziwego obserwowano na liSciach 24 genotypow (tab. 1).

Oba testy odpornosci, tj. sztuczna inokulacja li§ci chmielu na szalkach oraz ocena
porazenia szyszek w warunkach naturalnej presji infekcyjnej daty zgodny wynik w
przypadku 30 z 34 badanych roslin. Sposrod 10 genotypdéw uznanych za odporne na
podstawie testu szalkowego, tylko jeden wykazywal objawy maczniaka prawdziwego na
szyszkach w warunkach polowych. Oznacza to, Ze test wykorzystujacy sztuczng inokulacje
lisci chmielu na szalkach nadaje si¢ do wstepnej weryfikacji roslin pod wzgledem
odpornosci na maczniaka prawdziwego. Zastosowanie tego testu w pierwszym etapie
selekcji pozwala na zmniejszenie liczby roslin ocenianych w warunkach polowych. W
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przypadku potomstw testowanych w niniejszych badaniach, na podstawie wynikow testu
szalkowego mozna bylo wyeliminowa¢ z dalszej oceny 24 wrazliwe genotypy, co
stanowilo ponad 70% wszystkich badanych pojedynkow.

Tabela 1
Poréwnanie metod fenotypowej oceny odpornosci genotypéw chmielu na maczniaka prawdziwego oraz
identyfikacji pojedynkéw posiadajacych gen odpornosci R2 przy uzyciu markeréw RAPD
A comparison of phenotypical methods in assessment of hop genotypes for resistance to powdery
mildew with identification of individuals possessing the R2 resistance gene using RAPD markers

Genotypy chmielu Ocena polowa porazenia szyszek Sztuczna inokulacja lisci
Hop genotypes Screening hop cones in the field Artificial inoculation of detached leaves
11/34
11/38
11/40
11/41
11/42
11/44
11/45
11/46
11/50
11/51
11/52
11/53
11/54
11/56
11/58
11/59
12/1
12/2
12/3
12/5
12/6
12/8
12/10
12/13
12/17
12/19
12/21
12/22
12/24
12/28
12/30
12/33
12/34
12/35
O — Odporny; Resistant
P — Podatny; Susceptible
1 — Obecnos¢ prazka; Band’s presence
0 — Brak prazka; Band’s absence

RAPD

= O

99000 T OO OO OO O vwO YT d
s~ Hs-Ha-NONG NN - M- NoNa-Na-la-Ne-ls-Nols-Ne- R Nols- N - o No M- M- No - Ra- e -NoNa-Re- e Ne)
C OO~ 000~ 00000~~~ —O—00O0—~0 O — —

W ramach identyfikacji markeréw RAPD sprzezonych z cechg odpornosci na
maczniaka prawdziwego przebadano 40 r6znych starterow RAPD reakcji PCR. Produkty
amplifikacji mialy wielko$¢ od 150bp do 2500bp. Tylko 2 startery generowaly fragmenty
DNA wykazujace asocjacje z cechg odpornosci. Przy uzyciu startera OPC-9 uzyskiwano
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roznicujacy produkt o wielkosci 1920bp (rys. 1), zas w przypadku uzycia OPG-10 marker
o wielko$ci 350bp (rys. 2). W 91% byly one zgodne z obserwacjami dokonanymi po
sztucznej inokulacji. Odnotowano jedynie dwa przypadki (genotypy 11/38 1 11/52), kiedy
liScie na szalkach Petriego poddane sztucznej inokulacji ulegly porazeniu przez maczniaka
prawdziwego, a markery RAPD wskazywaly na obecno$¢ genu odpornosci. Przypadki
wystepowania specyficznych markeréw odpornosci dla genu R2 w ro$linach chmielu
podatnych na patogena mialy miejsce rowniez w badaniach nad markerami AFLP
(Seefelder i in., 2003).

M1 23 46568 7 8 910 11121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34WT

y i e E—2r
—— — v it r v el e — - LW
e wa"stszw!rzz'zau:*uzzﬁafﬂe!wa:::
- . - -::‘:m N ;r ”wz .»....; B ‘4.: ——-:~~. \‘,'7‘
o o Ll B - B Rl A R A B T T RN ENTTTT A U ENTY > - ——— L e R Tw

Rys. 1. Rozdzial elektroforetyczny produktéw RAPD po uzyciu startera OPC-9. (M -marker
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, 1-34 — genotypy 11/34-12/35, WT — Wye Target
Fig. 1. Electrophoretic separation of RAPD products after using primer OPC-9. (M -DNA fragments
size marker (GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder), 1-34 — genotypes 11/34-12/35, WT — Wye Target
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Rys. 2. Rozdzial elektroforetyczny produktéw R APD po uzyciu startera OPG-10. (M -marker
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, 1-34 — genotypy 11/34-12/35, WT — Wye Target
Fig. 2. Electrophoretic separation of RAPD products after using primer OPG-10. (M —DNA fragments
size marker (GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder), 1-34 — genotypes 11/34-12/35, WT — Wye Target

Odnotowano réwniez sytuacje, kiedy liScie poddane sztucznej inokulacji nie ulegly

wskazujac iz jest to roslina podatna (genotyp 11/54). Pojedyncze przypadki niezgodnosci
wynikow uzyskanych przy uzyciu markerow RAPD z obserwacjami fenologicznymi nie
wykluczajg uzycia tych markeréw do selekc;ji.
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WNIOSKI

1. Ocena odpornosci genotypéw chmielu na podstawie wystgpowania objawow
maczniaka prawdziwego na szyszkach jest skuteczng metoda selekcji, jednak mozna ja
zastosowa¢ dopiero po rozpoczeciu przez rosliny owocowania, tj. po 3 latach od
wykonania krzyzowania.

2. Wykorzystanie metody sztucznej inokulacji lisci na szalkach pozwala na rozpoczecie
selekcji pod katem odpornosci na maczniaka prawdziwego juz w pierwszym roku po
wykonaniu krzyzowania, jeszcze przed wysadzeniem roslin w pole, co znacznie
przyspiesza proces hodowlany.

3. Zastosowanie tego testu w pierwszym etapie selekcji pozwala na znaczne zmniejszenie
liczby roslin chmielu ocenianych w warunkach polowych.

4. Wstepne badania nad poszukiwaniem markeréw molekularnych RAPD wykazuja, ze
markery te moga by¢ wykorzystywane do wstepnej selekcji pojedynkow posiadajacych
gen R2 odpornos$ci na maczniaka prawdziwego chmielu, co eliminuje pracochtonny
etap sztucznej inokulacji.
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